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1 Bibliographische Beschreibung 
 
Oehler, Beatrice 
TRPA1 ist funktionell in Melanomzellen exprimiert, hat jedoch keinen Einfluss auf die 
verminderte Proliferation der Zellen nach Stimulation mit Senföl oder Zimtaldehyd 
Universität Leipzig, Dissertation   
41 S., 55 Lit., 4 Abb., 4 Anlagen 
Referat:  
            Melanome zählen zu den zehn häufigsten Tumorentitäten weltweit. Bei frühzeitiger 
Diagnose ist eine Exzision im Gesunden kurativ. Sobald eine Resektion im Gesunden jedoch 
nicht mehr möglich ist, sinken die Heilungschancen drastisch. Maligne Melanome sprechen 
wenig auf konventionelle Tumortherapien wie Radiatio und zytostatische Chemotherapie an. 
Daher werden neue Therapieoptionen in der Melanomtherapie getestet. Neueste Ansätze 
beziehen sich auf die Modulation von Immunzellen mittels monoklonaler Antikörper sowie 
die Modifikation der Signaltransduktion über die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase 
(MAPKK = MEK), BRAF und c-KIT. Auch Ionenkanäle stellen eine vielversprechende, 
zukünftige Option in der Behandlung maligner Melanome dar. Ich konnte zeigen, dass neben 
der bereits beschriebenen funktionellen Expression des „transient receptor potential“ Kanals 
TRPM8 in Melanomzelllinien auch TRPA1 in verschiedenen Melanomzelllinien exprimiert 
und funktionell ist. Die Phytopharmaka Senföl (Allylisothiozyanat; AITC) und Zimtaldehyd 
zeigen in Melanom-Modellen antitumoröse Effekte. Zudem sind beide Substanzen potente 
Stimulatoren von TRPA1. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob AITC und Zimtaldehyd 
TRPA1-vermittelt die Proliferation, Apoptose und Migration von Melanomzellen 
beeinflussen. Das Vorkommen von TRPA1 in verschiedenen Melanomzelllinien wurde auf 
molekularbiologischer Ebene, mit fluorometrischen Bestimmungen des TRPA1-vermittelten 
Ca2+-Einstroms sowie in elektrophysiologischen Messungen nachgewiesen. Anschließend 
wurde die funktionelle Relevanz von TRPA1 bezüglich tumorhemmender Eigenschaften 
geprüft. Durch die Anwendung von TRPA1-Blockern konnte die AITC- und Zimtaldehyd-
induzierte Verminderung der Proliferation nicht aufgehoben werden. Auch bezüglich der 
Migration und Apoptose konnte keine Korrelation zu einer TRPA1-Modulation festgestellt 
werden. Daher scheinen die durch AITC und Zimtaldehyd induzierten Effekte 
höchstwahrscheinlich nicht durch TRPA1 vermittelt zu werden. 
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2  Abkürzungsverzeichnis 
 
AITC Allylisothiocyanat 
ANKTM1 Ankyrin-rich transmembrane protein 1 
AP-1 Aktivatorprotein 1 
ATP Adenosintriphosphat 
BKCa durch Kalzium aktivierte big conductance potassium Kanäle 
BRAF Isoform B des rapidly accelerated fibrosarcoma Proteins 
c-KIT Tyrosinkinase KIT 
Cav Spannungsgesteuerte Kalziumkanäle 
CTLA-4 Zytotxisches T-Lymphozyten Antigen 4 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
EC50 mittlere effektive Konzentration 
hERG human ether-à-go-go-related gene 
IL-8 Interleukin 8 
KCa durch Kalzium aktivierter Kaliumkanal 
LMM Lentigo-Maligna-Melanom 
MAPK Mitogen activated protein kinase 
MAPKK Mitogen activated protein kinase kinase 
MEK Mitogen-activated/ extracellular signal-activated kinase kinase 
mRNS mitochondriale Ribonukleinsäure 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
NFκB Nuclear factor „kappa-light-chain-enhancer“ of activated B-cells 
P2X7 Ionenkanal-gekoppelter Purinrezeptor Isoform 7 
PD-1 Programmed cell death 1 
RNS Ribonukleinsäure 
RT-PCR Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion 
SSM Superfiziell spreitendes Melanom 
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TNFα Tumor Nekrose Faktor alpha 
TNM Tumor, Lymphknoten, Metastasen 
TRP Transient Receptor Potential 
TRPA Ankyrin-Unterfamilie 
TRPC kanonische Unterfamilie 
TRPM Melastatin-Unterfamilie 
TRPML Mucolipin-Unterfamilie 
TRPP polyzystische Unterfamilie 
TRPV Vanilloid-Rezeptor-Unterfamilie 
UV ultraviolett 
WHO Weltgesundheitsorganisation 
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3 Einführung 
 
In den letzten Jahren konnten zahlreiche Untersuchungen die Beteiligung von 
Ionenkanälen an der Pathophysiologie verschiedener Tumorerkrankungen belegen. Die 
Erforschung der Funktion von Ionenkanälen bietet somit Ansatzpunkte im Rahmen der 
Aufklärung von Pathomechanismen sowie für die Entwicklung neuartiger antineoplastischer 
Therapiekonzepte. Ionenkanäle kommen ubiquitär im menschlichen Körper vor, wobei sie 
spezifische Funktionen in definierten Geweben erfüllen. In Tumoren modulieren sie unter 
anderem die Proliferation und Differenzierung, die Fähigkeit zur Migration sowie das 
Auslösen apoptotischer Prozesse (Hoffmann, 2011). Daneben korreliert der Expressionsgrad 
von Ionenkanälen mit klinisch-pathologischen Parametern.  
Eine Gruppe der Ionenkanäle, die in Tumorzellen von Bedeutung sind, stellen die 
„transient receptor potential“ (TRP) Kanäle dar. Die Familie der TRP-Kanäle gliedert sich in 
sechs im Menschen identifizierte Unterfamilien (TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPP, 
TRPML), die sich wiederum in insgesamt 28 Vertreter aufteilen (Abbildung 1). Alle TRP-
Kanäle haben sechs Transmembrandomänen, die zwischen dem fünften und sechsten 
Segment eine meistens nicht-selektive, spezifisch für Kationen permeable Pore bilden. 
Sowohl der C- als auch der N-Terminus liegen intrazellulär. Häufig tragen TRP-Kanäle in 
ihren N-terminalen Sequenzen Ankyrin-homologe Motive (ankyrin repeats).  
3.1  Die Superfamilie der TRP-Kanäle und ihre Expression in malignen  
Tumoren 
TRPC-Kanäle, die auch als klassische oder kanonische TRP-Kanäle bezeichnet 
werden, bestehen aus 7 Mitgliedern. Einzelne Vertreter können sich zu funktionellen 
Einheiten zusammenlagern. Pathophysiologisch spielt die TRPC1/TRPC4-Einheit 
beispielsweise in der Entstehung von Hautveränderungen eine Rolle. Für das 
Basalzellkarzinom konnte gezeigt werden, dass durch das Fehlen von TRPC-Kanälen die 
Differenzierung der Zellen ausbleibt. Die Expression von TRPC1/TRPC4 in nicht-entarteten 
Keratinozyten korreliert positiv mit der intrazellulären Kalziumkonzentration, die wiederum 
parallel zum Differenzierungsgrad der Zellen steigt (Beck et al., 2008). TRP-Kanäle können 
das Tumorwachstum auch hemmend beeinflussen. In hochgradigen Astrozytomen (WHO  
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Grad 3 und 4) wird TRPV1 eine solche Wirkung zugesprochen. TRPV1 gehört neben fünf 
weiteren Gruppenmitgliedern zur TRP-Kanalfamilie des Vanilloid-Typs. Er zählt zu den am 
besten untersuchten TRP-Kanälen. Neben der Aktivierung des Kanals durch Capsaicin, dem 
scharfen Extrakt der Chilischote, fungiert er als Sensor für Hitze. Die Expression erfolgt 
vorwiegend neuronal. Durch exogene Applikation eines synthetischen Vanilloids in Gliome 
konnte ein Tumorzellsterben induziert werden, sodass die Verwendung von TRPV1-
Agonisten in der Therapie von Glioblastomen vorstellbar ist (Stock et al., 2012). Anders als 
Abb. 1: Stammbaum der „transient receptor potential“ (TRP) Kanäle Die 
humane TRP-Kanalfamilie unterteilt sich in die sechs Unterfamilien TRPV 
(Vanilloid), TRPC (kanonisch), TRPM (Melastatin), TRPA (Ankyrin), TRPP 
(polyzystisch) und TRPML (Mukolipin) mit insgesamt 28 Vertretern. Die 
evolutionäre Distanz ergibt sich aus der Länge der Linien angegeben in 
prozentualer Anzahl akzeptierter Mutationen (PAM; modifiziert nach (Nilius 
and Owsianik, 2011)).  
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TRPV1 wird TRPV6 nicht neuronal sondern im Urogenitalsystem und im Verdauungstrakt 
exprimiert. Die RNS-Expression von TRPV6 und TRPM8 korreliert positiv mit dem 
Malignitätsgrad von Prostatakarzinomen (Tsavaler et al., 2001, Fixemer et al., 2003). Da die 
mRNS von TRPM8 in freien Körperflüssigkeiten nachgewiesen werden konnte, wäre ein 
Einsatz der Gensequenz als prognostischer Marker zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 
denkbar (Bai et al., 2010). Die Unterfamilie der Melastatin-Kanäle (TRPM) besteht aus acht 
Mitgliedern. Ihre Besonderheit ist das Fehlen Ankyrin-homologen Sequenzen. TRPM8 ist als 
Menthol- und Kälterezeptor bekannt. Neben der Expression in Prostatakarzinomen wird 
TRPM8 und auch TRPM1 in Melanomen exprimiert (Duncan et al., 1998, Tsavaler et al., 
2001). Das Vorkommen von TRPM1 korreliert dabei invers mit der Pathogenität eines 
Melanoms. In der murinen Melanomzelllinie B16 konnte gezeigt werden, dass Zellen, die ein 
geringeres Metastasierungspotential aufweisen, eine hohe Expression an TRPM1 zeigen 
(Duncan et al., 1998). Untersuchungen zur Funktion von TRPM8 in der G361-
Melanomzelllinie legen dar, dass die Stimulation mit Menthol zu einem geringeren 
Überleben der Zellen führt (Yamamura et al., 2008). 
3.2  Weitere Ionenkanalentitäten im malignen Melanom 
Neben TRP-Kanälen werden auch andere Ionenkanäle funktionell in Melanomen 
exprimiert. Die Stimulation von P2X7, einem nicht-selektiven Kationenkanal, der durch den 
Liganden ATP aktiviert wird, vermindert in der Melanomzelllinie A375 die Proliferation und 
führt zur Induktion des programmierten Zelltods über Caspase 3 und Caspase 7 (White et al., 
2005). Die Kaliumkanäle KCa2.3, KCa3.1, BKCa und hERG spielen ebenfalls eine Rolle 
(Chantome et al., 2009, Afrasiabi et al., 2010, Schmidt et al., 2010, Tajima et al., 2011). Für 
hERG konnte in der MDA-MB-435S-Melanomzelllinie gezeigt werden, dass die Stimulation 
des Kanals zu einer verstärkten Migration der Zellen führt. Die Blockierung des Kanals 
bedingt über eine Inhibition des MAP-Kinase/c-fos-Signalweges eine verminderte 
Proliferation und Migration (Afrasiabi et al., 2010). Spannungsgesteuerte Kalziumkanäle 
(Cav) üben ebenfalls eine funktionsbeeinflussende Wirkung auf Melanomzellen aus. Cav1- 
und Cav2-Kanäle werden durch Membrandepolarisation aktiviert und sind sowohl in 
Melanozyten als auch in Melanomzellen vorhanden. Cav3-Kanäle konnten hingegen nur in 
maligne transformierten Melanozyten nachgewiesen werden, während ein Nachweis in nicht-
transformierten Pigmentzellen ausblieb. Die Modulation von Cav3-Kanälen führt zur 
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Modifikation der Proliferation sowie dem Überleben der Zellen, so dass diese als potentielle 
Zielstrukturen für die Therapie von Melanomen dienen könnten (Das et al., 2012).  
3.3 Klassifikation und Therapie maligner Melanome 
Das Melanom entsteht durch die maligne Transformation von Melanozyten. Es 
handelt sich um eine Tumorerkrankung der Epidermis, die in der weißen Bevölkerung eine 
hohe Inzidenz aufweist. Auffällig häufig sind weiße Australier betroffen, so dass man als 
Ursache eine hohe UV-Belastung annimmt (Elwood und Jopson, 1997, Cormier et al., 2006). 
UV-Strahlen führen nach Absorption zu Sauerstoffradikalbildung, die chromosomale 
Veränderungen sowie Schäden der DNS hervorruft. Melanozyten bilden als Schutz vor 
schädigendem Licht das Farbpigment Melanin. Schwere Sonnenbrände während der Kindheit 
und Jugend tragen zur Entstehung maligner Melanome bei, sodass von einer 
Überbeanspruchung der Melanozytenfunktion ausgegangen wird (Whiteman et al., 2001). 
Neben erhöhter UV-Belastung, einem gut attribuierbaren Risikofaktor, muss es noch andere 
Einflüsse für die Entstehung maligner Melanome geben, da auch Hautareale an nicht 
sonnenexponierten Regionen wie dem Rumpf oder der Gastrointestinaltrakt betroffen sein 
können. Die Prognose hängt erheblich von den histologischen Kriterien der Invasivität 
(Clark-Level), der Tumordicke (Breslow-Index) sowie dem Ausbreitungsgrad (TNM-Klasse) 
ab (Abbildung 2; Clark et al., 1969, Breslow, 1970, Wittekind et al., 2010). Atypische 
Melanozyten breiten sich in der Entwicklung des malignen Melanoms zunächst in der 
Horizontalen aus (radiäres Wachstum). Nach einiger Zeit geht die Ausbreitung der Zellen 
von der Horizontalen in die Vertikale über. Das Melanom gilt als invasiv wachsend sobald 
die Basalmembran durchbrochen wird. Die Metastasierung erfolgt zunächst in regionale 
Lymphknoten, später aber auch hämatogen in andere Organe oder als Satellitenmetastasen in 
der Haut. Von den vier unterschiedlichen Melanomtypen ist das superfiziell spreitende (SSM) 
das am häufigsten vorkommende Melanom. Es wächst weitestgehend horizontal und weist 
somit eine geringe Metastasierungsrate auf. Das Lentigo-Maligna-Melanom (LMM) kommt 
auf der chronisch lichtgeschädigten Haut im Bereich des Gesichts vor. Die Ausbreitung der 
entarteten Melanozytennester geschieht charakteristischer Weise entlang der Basalmembran. 
Es  beschränkt sich lange Zeit auf das Level I der Clark-Säule. Durch Exzision in toto sind 
das SSM und das LMM gut zu therapieren. Dem gegenüber steht das vertikal wachsende, 
schnell in die Tiefe dringende noduläre Melanom. Hier entscheidet beim Staging der Befall 
der Lymphknotenstationen über das therapeutische Vorgehen. Eine Sonderstellung nimmt das  
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akral-lentigiöse Melanom ein, das besonders in der schwarzen Bevölkerung vorkommt. Es ist 
bislang für diesen Subtyp kein Zusammenhang mit UV-Exposition belegt (Riede et al., 
2004). Die aktuelle europäische Konsensus-Leitlinie fasst die Diagnostik und Behandlung 
des malignen Melanoms zusammen (Garbe et al., 2010). Neben der histopathologischen 
Diagnostik stellt die ABCDE-Regel eine wichtige, einfache Untersuchungsmethode dar. 
Hierbei stehen die Asymmetrie (A), Begrenzung (B), Color (C, Farbe), Durchmesser (D) und 
Erhabenheit/Entwicklung (E) im Mittelpunkt der Untersuchung, wobei die Erfahrung des 
Untersuchers eine große Rolle spielt. Durch die zusätzliche Verwendung eines Dermoskops 
kann die Sensitivität auf von 70% auf 90% und Spezifität auf 80% erhöht werden (Garbe et 
al., 2007). Die Verwendung molekularer Diagnoseparameter wie der Expressionsgrad von 
TRPM1 könnte das frühzeitige Erkennen maligner Melanome verbessern. Sofern es die 
Klassifikationen zulassen, ist die chirurgische Exzision Goldstandard. Radiatio beschränkt 
sich auf Tumore in kosmetisch relevanten Bereichen oder findet Anwendung in der 
Behandlung älterer Patienten. Bei der Chemotherapie steht der geringe Erfolg dem hohen 
Abb. 2: Schematische Darstellung der Haut Melanome wachsen von 
epidermal in die tieferen Schichten der Haut, bis sie die Subcutis infiltrieren. 
Säulen demonstrieren die Infiltrationstiefe (Clark-Level I-V), Pfeile zeigen die 
absolute, vertikale Tumordicke (Breslow-Index in mm) a: Stratum 
granulosum, b: Stratum papillare, c: Stratum reticulare (modifiziert nach 
(Moll, 2010)) 
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Nebenwirkungsprofil der verwendeten Medikamente gegenüber. In Abhängigkeit des 
tolerierten Verlusts an Lebensqualität wird diese dem Nutzen gegenübergestellt und adjuvant 
durchgeführt. Weitere Therapieoptionen stellen Immunisierungsansätze und die Anwendung 
immunmodulatorischer Substanzen dar (Eggermont und Schadendorf, 2009). Neueste 
Ansätze zielen auf die Hemmung der Signaltransduktion vermittelt über BRAF, MEK und c-
KIT ab sowie die Verwendung monoklonaler Antikörper gegen CTLA-4 und PD-1 
(Eggermont und Robert, 2011). Die Entwicklung effektiver Therapieoptionen ist weiterhin 
ein wichtiger Aspekt der erfolgreichen Behandlung maligner Melanome. 
3.4  Naturstoffe mit TRP-Kanal-aktivierenden Eigenschaften in der Therapie 
maligner Tumore 
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die systemische Verabreichung von 
Allylisothiocyanat (AITC) die Entstehung von Lungenmetastasen nach intravenöser Injektion 
von B16F-10 Melanomzellen hemmt (Manesh und Kuttan, 2003). AITC ist die 
Hauptsubstanz von Senf und weiteren Kreuzblütlern wie Meerrettich, Wasabi und Weißkohl, 
die ihnen den scharfen Geschmack verleiht. Isothiocyanate reagieren mit nukleophilen 
Verbindungen. Sie wirken biologisch antimikrobiell und antikanzerös, indem sie die 
Proliferation hemmen, den Zellzyklus beeinflussen und die Apoptose induzieren (Zhang, 
2010). Diese Eigenschaften machen AITC zu einem möglichen Therapeutikum in der 
Onkologie. AITC ist auch ein gut etablierter Aktivator von TRPA1 (Bandell et al., 2004, 
Jordt et al., 2004). Der TRPA1-Kanal wird durch weitere pflanzliche Wirkstoffe wie 
Zimtaldehyd aus der Rinde des Zimtbaums, Menthol, das dem ätherischen Öl der Minze das 
charakteristische Aroma verleiht, und Allicin aus der Knoblauchzehe aktiviert. Er wird 
zudem durch Irritanzien wie Inhaltsstoffe in Tränengas, Acrolein und Formaldehyd stimuliert 
und moduliert. (Story et al., 2003, Bandell et al., 2004, Jordt et al., 2004, Bautista et al., 2005, 
Bautista et al., 2006). Zimtaldehyd ist der Hauptbestandteil von Zimtöl, das zum einen als 
Gewürz- und Geschmackstoff zum anderen als antimikrobiell wirkende Substanz verwendet 
wird. Chemisch ist Zimtaldehyd eine α,β-ungesättigte Carbonylverbindung (Michael-
Akzeptor), die mit nukleophilen Michael-Donatoren eine Additionsreaktion eingeht 
(Abbildung 3). In experimentellen Untersuchungen verschiedener Melanomzellmodelle 
konnte gezeigt werden, dass die proapoptotische Wirkung durch die Hemmung der NFκB-
vermittelten Transkription und TNFα-vermittelten IL-8-Produktion sowie durch die 
Inhibierung des Aktivatorproteins 1 (AP-1) vermittelt wird. Mögliche antikanzeröse Effekte  
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Abb. 3: Strukturformel von Zimtaldehyd (A) und AITC (B) Sowohl die 
Aldehydgruppe in A (Kasten) als auch die Isothiocyanatruppe in B (Kasten) 
bilden die chemisch reaktiven Einheiten der Substanzen.  
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könnten so begründet werden (Cabello et al., 2009, Kwon et al., 2010). Sowohl Senföl als 
auch Zimtöl stellen eine vielversprechende, neue Therapieoptionen in der Behandlung von 
Tumoren dar (Fuke et al., 2006, Sharma et al., 2008, Cabello et al., 2009, Geng et al., 2011, 
Hamsa et al., 2011, Tsai et al., 2012). Wie bereits dargestellt, beeinflusst auch Menthol über 
TRPM8 das Wachstum von Melanomzellen und auch die Stimulation von TRPV1 zeigt 
antitumoröse Effekte (Yamamura et al., 2008). Welche Bedeutung TRPA1 in Tumorzellen 
hat, ist bislang wenig untersucht.  
3.5  TRPA1 - ein Ionenkanal mit chemosensorischen Eigenschaften 
TRPA1 ist der einzige Vertreter einer Unterfamilie mit einer besonders hohen Anzahl 
Ankyrin-ähnlicher Motive. Die ursprüngliche Bezeichnung ankyrin-rich transmembrane 
protein 1 (ANKTM1) wurde verlassen, da typische Merkmale der TRP-Kanäle wie die sechs 
Transmembransegmente und weitere homologe Sequenzabschnitte zu einer Klassifizierung 
als TRP-Kanal führten. Man spricht heute vom Transient Receptor Potential Kanal des 
Ankyrin-Typs (TRPA). Ankyrinelemente dienen möglicherweise einer zytoskelettalen 
Verankerung des Proteins und/oder der Vermittlung einer mechanosensitiven Aktivierung des 
Kanals (Abbildung 4; Sotomayor et al., 2005). Die klassischen Expressionsorte von TRPA1 
liegen in den Neuronen der Hinterwurzelganglien und des Trigeminalganglions sowie deren 
freien Nervenendigungen. In sensorischen Nerven werden TRPA1 und TRPV1 koexprimiert. 
TRPA1 und TRPM8 finden sich jedoch nicht auf den selben Neuronen (Kobayashi et al., 
2005). Es wird die Vermittlung thermosensorischer Signale durch TRPA1 diskutiert (Caspani 
und Heppenstall, 2009, Latorre, 2009, Salazar et al., 2011). Neben der Genexpression in  
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neuronalen Komponenten konnte das TRPA1-Protein in der humanen 
Lungenfibroblastenzelllinie IMR90 nachgewiesen werden (Jaquemar et al., 1999). Die 
Inhalation von TRPA1-Aktivatoren wie Acrolein, Zimtaldehyd sowie Senföl führt in 
Meerschweinchen und beim Menschen zu einem Hustenreiz. Womöglich steht hier jedoch 
nicht die direkte Irritation des Fibroblasten, sondern eine Reizung der sensorischen Fasern 
des Nervus vagus im Vordergrund (Andrè et al., 2009, Birrell et al., 2009). Neue 
Therapieansätze mit spezifischen TRPA1-Inhibitoren in der Behandlung des Asthma 
bronchiale und der chronischen Bronchitis werden derzeit evaluiert (Banner et al., 2011). In 
Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Blockierung von TRPA1 durch Inhibitoren 
wie Chembridge-5861528, einem Derivat des TRPA1-Blockers HC-030031, sowie AP18, 
Abb. 4: Schematische Darstellung von TRPA1 Zwischen dem fünften und 
sechsten Segment formen die Transmembrandomänen 1 – 6 (dunkelgrau) eine 
Pore. Sowohl C- als auch N-Terminus liegen intrazellulär, wobei die Ankyrin-
homologen Sequenzen (hellgrau) N-terminal exprimiert werden. Die 
Aktivierung des Kanals erfolgt unter anderem über die Modifikation von 
Cysteinresten (Kästchen), Kalziumbindungsdomänen (Sternchen) sowie die 
Ankyrindomänen selbst. EZ: extrazellulär, IZ: intrazellulär (modifiziert nach 
(Bautista et al., 2012)) 
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einem weiteren TRPA1-spezifischen Inhibitor, zu verminderter mechanischer Hyperalgesie 
führt. Das Schmerzempfinden in TRPA1-defizienten Tieren wird durch die simultane 
Applikation der Blocker nicht beeinflusst (Petrus et al., 2007, Wei et al., 2012). Zusätzlich 
konnte TRPA1 in Nervenfasern, die das Blasendreieck (Trigonum vesicae) innervieren, aber 
auch direkt auf Epithelzellen der Blase sowie der Prostata nachgewiesen werden. Eine 
mögliche Rolle in der überaktiven Blase bei Blasenauslassobstruktion wird diskutiert 
(Andrade et al., 2006, Du et al., 2008). Hautzellen wie Keratinozyten, Melanozyten und 
dermale Fibroblasten exprimieren TRPA1-mRNS und synthetisieren das Protein (Atoyan et 
al., 2009). In der Differenzierung von Keratinozyten spielt die funktionelle Aktivität von 
TRPC1/TRPC4 eine Rolle (Beck et al., 2008). Ob auch TRPA1 in Hautzellen funktional 
aktiv ist und welche Bedeutung der Kanal für die Modulation der Zellfunktionen haben 
könnte, blieb bislang ungeklärt. 
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4  Ableitung der Fragestellung 
 
Aufgrund der antitumorösen Effekte der TRPA1-Agonisten AITC, Zimtaldehyd und Menthol 
wurde in dieser Arbeit die Expression von TRPA1-mRNS in den Melanomzelllinien A375, 
G361, SK-Mel-19, -23 und -28 sowie in primären Melanozyten analysiert. In 
Kalziummessungen wurde die funktionelle Aktivität des Kanals getestet und durch 
elektrophysiologische patch-clamp-Untersuchungen bestätigt und genauer charakterisiert. Die 
Beeinflussung tumorspezifischer Eigenschaften der Melanomzellen wie Proliferation, 
Migration und Apoptose durch die Modulation von TRPA1 wurde im letzten Abschnitt der 
Arbeit untersucht. 
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Maligne Melanome gehören zu den häufigsten bösartigen Tumoren. Erkrankte 
Patienten weisen erst spät im Verlauf klinische Symptome auf, da das Wachstum lange Zeit 
lokal begrenzt ist. Erst spät kommt es zur Metastasierung in Lymphknoten, in andere Organe 
oder als sogenannte Satellitenmetastasen in die Haut. Die Behandlung der ersten Wahl stellt 
die Exzision im Gesunden dar. Sie geht mit sehr guten Therapieerfolgen einher. Die 
Behandlungsmöglichkeiten nehmen mit Zunahme des Infiltrationsstadiums sowie dem 
Metastasierungsgrad ab. Melanomzellen weisen eine hohe Resistenz gegenüber Radio- oder 
Chemotherapie auf. Neue Ansätze bestehen in der Hemmung bestimmter Signalkaskaden 
sowie der Verwendung monoklonaler Antikörper. Weitere vielversprechende Ansätze liegen 
in der Modulation von Ionenkanälen. Als mögliche Ziele einer pharmakologischen 
Modulation haben sich die „transient receptor potential channels“ erwiesen. Die Aktivierung 
von TRPM8 durch Menthol in G-361 Melanomzellen reduziert konzentrationsabhängig das 
Zellüberleben (Yamamura et al., 2008).  In meiner Arbeit untersuchte ich in der A375-
Melanomzelllinie, ob die Stimulation von TRPA1 durch dessen spezifischen Aktivator AITC 
tumorspezifische Eigenschaften der Zellen beeinflusst. 
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Zunächst wurden verschiedene Melanomzelllinien auf die RNS-Expression von 
TRPA1 hin untersucht. TRPA1 wird in den Melanomzelllinien G-361, A375 und SK-Mel-19 
exprimiert, in SK-Mel-23 und SK-Mel-28 waren TRPA1-Transkripte hingegen nicht 
nachweisbar. Die Expressionanalyse von TRPM8 zeigt vergleichbare Ergebnisse, wobei auch 
in SK-Mel-28 TRPM8-RNS nachgewiesen werden konnte. In funktionellen Messungen 
wurde die intrazelluläre Kalziumkonzentration vor und nach Aktivierung der Zellen mit 
AITC bestimmt. Wie zu erwarten, kam es zu einem intrazellulären Kalziumanstieg in den 
TRPA1-exprimierenden Zelllinien. Auch in primären Melanozyten ließ sich in der RT-PCR 
eine schwache Genexpression von TRPA1 nachweisen, die sich in den Kalziummessungen 
funktionell bestätigte. In A375-Melanomzellen verhinderte die Verwendung des TRPA1-
spezifischen Blockers HC-030031 den Kalziumanstieg. Weitergehende Messungen ergaben 
eine EC50 von etwa 180 µM für die Aktivierung von TRPA1 durch AITC. In Patch Clamp 
Experimenten ließen sich TRPA1-typische Stromableitungen nachweisen, die sowohl durch 
den unspezifischen TRP-Kanalblocker Rutheniumrot als auch durch HC-030031 blockierbar 
waren. 
Nach Abschluss der funktionellen Basisuntersuchung wurde die Beeinflussung von 
Proliferation, Apoptose sowie der Mobilität der Melanomzellen nach AITC-Stimulation 
charakterisiert. Die Analyse des Zellüberlebens beziehungsweise der Zellproliferation 
erfolgte mittels eines MTT-Viabilitätstests. Die Ergebnisse zeigten, dass die Proliferation der 
Melanomzelllinie A375 sowohl durch AITC als auch durch Zimtaldehyd, einem weiteren 
Aktivator des TRPA1-Kanals, konzentrationsabhängig vermindert ist. Nach Blockierung von 
TRPA1 durch HC-030031 oder Rutheniumrot konnte kein Unterschied in der Proliferation im 
Vergleich zur AITC- und Zimtaldehydbehandlung ohne Blocker festgestellt werden. Die 
Hypothese einer direkt über TRPA1 vermittelten Beeinflussung des Zellüberlebens sowie der 
Proliferation lässt sich daher nicht bestätigen. Die reduzierte Zellzahl nach Applikation von 
AITC ließ sich in Caspase-Assays nicht auf eine Apoptoseinduktion zurückführen. In 
weiterführenden Experimenten wurde die Zellmobilität in Scratchassays und transwell-
Migrationsassays erfasst. Auch hier zeigte sich keine Beeinflussung der Zellmigration durch 
die Modulation von TRPA1.  
In Melanomzelllinien sowie in primären Melanozyten werden TRPA1 und TRPM8 
funktionell exprimiert. Yamamura et al. erkannten, dass der TRPM8-Aktivator Menthol zur 
Reduktion des Zellüberlebens von G-361-Melanomzellen führt. Menthol aktiviert auch 
TRPA1. Durch die fehlenden Untersuchungen des Menthol-Effekts in Anwesenheit eines 
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TRPM8-Inhibitors kann nicht ausgeschlossen werden, dass TRPA1 an dem Effekt des 
verminderten Überlebens der Melanomzellen beteiligt ist. Meine Ergebnisse zeigen, dass die 
Modifikation von TRPA1 in A375-Melanomzellen die Proliferation, Apoptose sowie 
Migration der  Tumorzellen nicht beeinflusst. In weiteren Experimenten ist zu klären, ob 1. in 
Melanomzelllinien, die nicht TRPA1 exprimieren, ein Effekt auf Senföl oder Zimtaldehyd 
nachweisbar ist und 2. weniger reaktive Aktivatoren von TRPA1 eine Verminderung der 
Proliferation zeigen. Die genauere Untersuchung der durch Ionenkanäle vermittelten 
Mechanismen hinsichtlich der Behandlung maligner Melanome ist zur Klärung einer 
möglichen Nutzung als pharmakologische Zielstruktur notwendig und birgt das Potential für 
die Entwicklung neuartiger Therapieansätze.  
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